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(54) Procede de groupage sanguin faisant appel a des reactions immunoenzymatiques. 

(57) Ce procede met en oeuvre des anticorps specifiques 
dela classe d'immunogobuline a laquelle appartient i'anti- 
corps a tester, couples chacun a une enzyme, dans des 
plaques de microtitration a fond poreux dans les puits des- 
queiles se deroulent les reactions success ives, les Itquides 
reactionnels etant elimines apres chaque gtape du proto 
cole operatoire par aspiration et lavage des puits. 
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La presente invention a pour ob j et un procede de 
groupage sanguin mettant en oeuvre des reactions imrauno- 
enzyraatiques . 

Les techniques de groupage sanguin les plus couramraent 
5 utilisees a ce jour reposent sur des reactions antigene - 
anticorps dans lesquelles les antigenes sont des molecules 
specifiques de la membrane des globules rouges du sang a 
analyser, et les anticorps des molecules preparees a partir de 
serum de donneurs ou par hybridation cellulaire dans le cas des 
10 anticorps monoclonaux. 

Dans ces techniques, le critere de positivite de la 
reaction antigene - anticorps est l 1 agglutination des globules 
rouges au contact de l f anticorps, qui peut etre un anticorps 
specif ique ou un anticorps secondaire si 1 1 anticorps utilise ne 
15 peut dormer lieu a une reaction d T agglutination directe. 

Ces techniques exigent de recourir a des conditions 
experimentales tres precises tenant a la salinite du milieu, a 
la .presence dans ce milieu de substances raacromoleculaires , 
ainsi qu'a la temperature et a la duree de 1 T incubation, et ce 
20 sans toutefois permettre dans tous les cas une lecture facile 
des resultats. 

Des travaux ont d ( autre part ete effectues en vue de 
mettre au point une methode plus efficace et plus fiable de 
detection des antigenes du systeme ABO et du systeme Lewis dans 

25 divers liquides biologiques tels que le sang, la salive ou le 
sperme, ou dans des taches de ces liquides. 

Les articles publies a cet egard dans des revues 
scientif iques, notamment dans des revues specialisees dans la 
medecine legale, portent sur des travaux appliquant au groupage 

30 sanguin les techniques regroupees sous le terme generique 
11 ELI S A" ("Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay"), lesquelles 
reposent toutes sur le meme principe de base, a savoir la 
revelation de la reaction antigene - anticorps . par 
l'interraediaire d'une reaction enzymatique entre une enzyme 

35 couplee a l'un des reactifs (antigene, anticorps ou 
antiglobuline) et son substrat, cette reaction provoguant un 
changement colorimetrique facilement observable. 
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Les travaux dont il est fait etat dans ces articles 
sont pour la plupart realises en tubes ou en plaque de 
microtitration a fond solide, encore que certains decrivent une 
technique dans laquelle les antigenes de surface des globules 
5 rouges sont "extraits" de liquides biologiques ou de taches de 
tels liquides, puis fixes sur des feuilles de nitrocellulose, 
les antigenes retenus etant ensuite r eve les par reaction avec 
des anticorps antiglobulines specif iques couples a une enzyme, 
ladite reaction entrainant la transformation d f un substrat 

10 chromogene. 

Toutefois ces travaux, malgre l'interet evident qu'ils 
presentent, ne peuvent donner lieu a une application pratique, 
compte tenu des inconvenients inherents a la mise en oeuvre des 
techniques qu'ils proposent. 

15 La presente invention vise a remedier aux divers 

inconvenients des techniques connues en proposant un procede de 
groupage sanguin de realisation facile et conduisant a une 
lecture claire et aisee des resultats. 

Le procede de groupage sanguin selon l f invention se 

20 caracterise essentiellement par la raise en oeuvre d'une part 
d' anticorps specif iques couples chacun a une enzyme et d T autre 
part de plaques de microtitration a fond poreux dans les puits 
desquelles se deroulent les reactions successives. 

La mise en oeuvre d'une plaque a fond poreux dans le 

25 procede selon l 1 invention off re I'avantage de permettre de 
realiser 1 T ensemble des Stapes du protocole operatoire sur le 
meme support et en continu, autorisant un gain de temps sensible 
par rapport a l f utilisation de tubes a hemolyse, qui 
necessiterait une centrifugation apres chaque etape. Elle off re 

30 d 1 autre part une possibility d 1 automatisation du procede, 
d ! autant plus facile a realiser que le format des plaques de 
microtitration est standardise, et qu'il existe deja des 
dispositifs automatiques de distribution des echantillons et des 
reactifs. 

35 Les plaques a fond poreux permettent en effet 

d T eliminer les liquides reactionnels par simple aspiration des 
solutions au travers de la membrane poreuse qui constitue le 
fond des puits, ce apres chaque etape du protocole operatoire. 
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Un autre avantage inherent a la mise en oeuvre d'une 
plaque a fond poreux reside dans la possibility qu'elle off re de 
conserver et d'archiver les resultats apres sechage en "pelant" 
la membrane. 

Les anticorps mis en oeuvre dans le precede selon 
I 1 invention sont des anticorps specif iques de la classe 
d'immunoglobuline a laquelle appartient l 1 anticorps dont on veut 
tester l 1 agglutination. Ce sont generalement des anticorps anti 
IgG ou anti IgM, couples a une enzyme qui peut etre par exemple 
la phosphatase alcaline ou la peroxydase. 

Un traitement- prealable approprie des globules rouges a 
analyser, par exemple par la bromeline, perraet d 1 eliminer les 
faux positif s et d r obtenir des signaux positif s forts et 
nettement contrastes par rapport aux signaux negatifs, lesquels, 
grace a un traitement approprie, se trouvent en fait reduits au 
niveau des signaux obtenus en l 1 absence d'antigene. 

Le substrat permettant la revelation des reactions peut 
etre avantageusement constitue par une solution d'un chromogene 
precipitant caracteristique de 1' enzyme couplee a 
1 1 antiglobuline utilisee. Sous I 1 action de cette enzyme, le 
chromogene subit une transformation qui entraine le depot sur la 
membrane d 1 un produit colore insoluble dans l'eau quand la 
reaction est positive. Apres incubation, la reaction de 
revelation est bloquee en eliminant la solution de chromogene 
par aspiration et en ringant les puits a plusieurs reprises avec 
de l'eau ou avec une solution de blocage, par exemple une 
solution d l ethylene diamine tetraacetate (EDTA) . 

Le chromogene mis en oeuvre pour reveler les reactions 
peut etre par exemple une solution de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
p-toluidine phosphate et de nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT) , 
qui produit un precipite bleu-noir insoluble dans l'eau et 
facilement observable a l'oeil nu. 

Dans le cas ou 1'on veut caracteriser les antigenes de 
surface des globules rouges, le procede selon 1' invention est 
avantageusement mis en oeuvre selon le protocole operatoire ci- 
apres : 

1 ) Chargement d 1 une suspension de globules rouges 
traites par la bromeline dans les puits d'une plaque de 
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microtitration a fond poreux prealableroent satures pendant 
environ trente minutes par une solution proteique. 

2) Incubation avec un anticorps ou une serie 
d f anticorps de specif icite parfaitement detenninee , puis 

5 elimination des liguides reactionnels par aspiration et lavage 
des puits avec une solution tampon sous aspiration continue, de 
maniere a eliminer les anticorps excedentaires . 

3) Chargement dans les puits d'un "conjugue" (anticorps 
anti IgG ou anti IgM couple a une enzyme) specif ique de la 

10 classe d f immunoglobuline a laquelle appartient le premier 
anticorps-; sous aspiration reduite et continue, puis lavage avec 
une solution tampon. 

4) Revelation des reactions par addition d'une solution 
de substrat chroraogene dans chacun des puits traites, et 

15 incubation d'une dizaine de minutes a temperature ambiante sous 
agitation. 

5) Blocage de la revelation par elimination de la 
solution de substrat par aspiration et lavage des puits. 

La plaque peut ensuite etre sechee dans une etuve pour 
20 fixer les resultats, lesquels peuvent etre archives apres 
"pelage" de la membrane. 

L'exemple qui suit est fourni a titre d T illustration du 
procede selon l 1 invention, vis a vis duquel il ne presente aucun 
caractere limitatif . 

25 

EXEMPLE 

Cet exemple porte sur la detection et .1' identification 
des antigenes Rhesus Rhl a la surface des globules rouges. 
30 Une plaque 96 puits a fond poreux reliee a une trompe a 

vide est saturee par une solution de caseine a 0,5 % pendant 30 
minutes . 

Apres aspiration de la phase liquide, on charge les 
puits d T une suspension a 1 He globules rouges traites par la 
35 bromeline, ptxis on y introduit un anticorps monoclonal anti-Rhl 
dilue a 1/100 dans une solution PBS/caseine a 0,1 %. 

Apres incubation de 15 minutes a temperature ambiante, 
sous legere agitation, on elimine les liquides reactionnels par 
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aspiration. Les globules se deposent sur la membrane au fond des 
puits, constituant des tapis cellulaires roses. 

Les puits sont ensuite soumis a un cycle de 5 lavages 
avec 300 \il de tampon, sous aspiration continue, de maniere a 
elirainer les anticorps excedentaires . 

On charge alors dans les puits 250 y.1 d'une dilution au 
1/500 d'un conjugue specif igue du premier anticorps utilise, a 
savoir un anticorps anti IgG couple a la phosphatase alcaline, 
sous aspiration reduite (60 mm Hg) raais continue. 

Une fois le volume du deuxieme anticorps totalement 
evacue, les puits sont a nouveau soumis a un cycle de 5 lavages 
avec 300 yJL de tampon. 

On charge ensuite les puits de 100 y.1 d'une solution de 
substrat, en 1 T occurrence le melange BCIP/NBT, et on laisse 
incuber une dizaine de minutes a temperature ambiante, sous 
agitation, apres guoi on bloque la revelation en eliminant la 
solution de substrat par aspiration et en lavant les puits avec 
une .solution d'EDTA 20 raM. 

Les signaux positifs apparaissent comme des spots gris 
a noir selon l'intensite des reactions alors que le "bruit de 
fond" et les signaux negatifs sont incolores ou legerement gris- 
violace. 

II va de soi que la description qui precede d'un de ses 
exemples d T application ne saurait limiter la portee de la 
presente invention. 

En effet, si l'exemple d 1 application ci-dessus decrit 
la detection et l r identification d'un antigene particulier a la 
surface des globules rouges r de la raeme maniere, d T autres 
antigenes de groupes sanguins peuvent etre recherches et mis en 
evidence . 

D T autre part, le procede peut egalement s'appliquer a 
la detection, dans le serum de patients, d r anticorps specif iques 
des antigenes de groupes sanguins en utilisant des globules 
rouges tests parf aiteraent caracterises . 
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REVENDI CATIONS 

1) Precede de groupage sanguin faisant appel a des 
reactions immuno-enzymatigues, caracterise par la mise en oeuvre 
d T anticorps specif igues de la classe d 1 immunogobuline a laguelle 
appartient 1' anticorps a tester, couples chacun a une enzyme, 
dans des plagues de microtitration a fond poreux dans les puits 
desguelles se deroulent les reactions successives, les liguides 
reactionnels etant eli m ines apres chague etape du protocole 
opera toire par aspiration et lavage des puits. 

2) - - Procede selon la revendication 1, caracterise en ce gue 
les anticorps specifigues sont des anticorps anti IgG ou anti 
IgM. 

3) Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterise en ce gue les enzymes mises en oeuvre sont la 
phosphatase alcaline ou la peroxydase. 

4) Application du procede selon I'une des revendications 1 
a 3 . a la caracterisation des antigenes de surface des globules 
rouges, caracterisee par la mise en oeuvre du protocole 
operatoire ci-apres : 

- Chargement d T une suspension de globules rouges 
traites par la bromeline dans les puits d f une plague de 
microtitration a fond poreux prealablement satures pendant 
environ trente minutes par une solution proteigue- 

- Incubation avec un anticorps ou une serie d 1 anticorps 
de specificite parfaitement determinee , puis elimination des 
liguides reactionnels par aspiration et lavage des puits avec 
une solution tampon sous aspiration continue, de maniere a 
eliminer les anticorps excedentaires . 

- Chargement dans les puits d f un anticorps anti IgG ou 
anti IgM couple a une enzyme, sous aspiration reduite et 
continue, puis lavage avec une solution tampon. 

- Revelation des reactions par addition d r une solution 
de substrat chromogene dans chacun des puits traites, et 
incubation d T une dizaine de minutes a temperature ambiante sous 
agitation. 

- Blocage de la revelation par elimination de la 
solution de substrat par aspiration et lavage des puits. 
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